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I. 要約 
NKT細胞は NK細胞と T細胞の両方の特性を持つ細胞として発見されたが、現在
では CD1d拘束性のリンパ球サブセットと定義されている。NKT細胞は特定の組み
合わせを持つ T細胞受容体（invariant T cell receptor, invariant TCR）を有し糖脂質を
抗原として認識する NKT 細胞を I型 NKT細胞、それ以外を II型 NKT 細胞に分類
されている。NKT細胞は自然免疫（innate immunity）と獲得免疫（acquired immunity）
を繋ぐ働きがあるとされているが、感染するウイルスの種類によって防御的に働く
場合と症状を悪化させるように働く場合があるなど、NKT細胞の詳細な働きについ
ては明らかにはなっていない。本研究では、NKT細胞を持たない Jα18ノックアウ
ト（Jα18KO）マウスを用いて、タイラーウイルス（Theiler’s murine encephalomyelitis 
virus, TMEV）感染における NKT細胞の役割を検討した。 
TMEVは感受性のあるマウスに対して中枢神経の脱髄や心筋炎を引き起こすこと
が知られており、特に中枢神経感染による灰白脳炎の慢性期には脱髄
（TMEV-induced demyelinating disease, TMEV-IDD）を認めることがある。この
TMEV-IDDは多発性硬化症に類似した病態であることから多発性硬化症のウイルス
感染モデルとして広く研究に用いられてきた。 
本研究では、まず、中枢神経における NKT 細胞の働きを検討した。過去の SJL/J
マウスや BALB/cマウスでの研究から、本来 TMEV-IDDに抵抗性である C57BL/6
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マウスに TMEVを頭蓋内投与して感染させた場合、NKT細胞が欠損していれば
TMEV-IDDが惹起されると考えていた。しかし本研究において行った弱神経毒性
TMEV DA ウイルスの頭蓋内投与では、NKT 細胞が欠損する Jα18KOマウスにおい
ても野生型 C57BL/6 マウスと同様に脱髄所見はなく TMEV-IDDに抵抗性を維持し
たままであった。 
自然免疫における NKT 細胞の働きを強神経毒性 TMEV GDVIIウイルスを用いて
実験した。NKT細胞を有する野生型 C57BL/6 マウスは生存率、半数致死量（50% 
Lethal dose, LD50）ともに低く感染に弱いことが示された。これは NKT細胞が GDVII
感染時には症状を悪化させる働きをすることを示しており、過去の報告とは異なる
結果であった。 
また本研究の過程で TMEVに感染したマウスでは心筋炎が起こっていることが
確認された。そこで本研究では経時的に心臓の超音波検査や病理組織検査を行い
Jα18KOマウスが野生型 C57BL/6 マウスより広汎な T細胞浸潤や線維化を起こす心
筋炎をきたすことを示した。また、Jα18KOマウスでは心筋組織中により多くのウ
イルス RNA が存在し、抗ウイルス抗体価も高かった。これは C57BL/6 マウスにお
いては NKT細胞がウイルス感染に対して防御的に作用していることを示すと考え
られた。 
これらの結果を以前の報告と比較すると、同じ TMEVを用いて NKT 細胞の働き
を検討した実験においても NKT細胞の働きはマウス種や臓器によって異なってお
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り、防御的に働くことも、症状を悪化させる方向に働くこともあることがわかった。 
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II. 研究背景 
II-1. タイラーウイルス 
タイラーウイルス（Theiler’s murine encephalomyelitis virus, TMEV）はピコルナウイルス
科カルジオウイルス属タイロウイルス種に属するエンベロープを持たない一本鎖 RNA ウ
イルスであり、1937年にマックス・タイラー（Max Theiler）により初めて報告された 1）。カルジ
オウイルス属はヒトをはじめ脊椎動物を自然宿主としており、カルジオウイルス属のウイル
スは心筋炎を誘発することが多いことが知られている。TMEVはマウスの消化管から分離
されたことからマウスを自然宿主としていると考えられている 2)。TMEVは主にマウスに脳
脊髄炎や脱髄を引き起こすウイルスとして知られている（図 1）。TMEVは神経毒性の違い
により強神経毒性のGDVIIウイルス、FAウイルスとそれ以外の弱神経毒性のDaniels（DA）
ウイルス、BeAN ウイルスなどの大きく 2つに分類される 3)。強神経毒性の GDVIIウイルス
感染では致死性の急性灰白脳炎をすべてのマウス種に対して引き起こし、感染したマウス
は概ね 10日以内に抗ウイルス T細胞や抗体の反応が誘導される前に死に至る 4)。GDVII、
FA ウイルス以外のウイルスは弱神経毒性ウイルスであり、これらの弱神経毒性ウイルスは
急性期の脳炎と慢性期の脱髄の 2相性の症状を引き起こす 5)。弱神経毒性 TMEVである
DAウイルスでは中枢神経に急性脳炎を起こすが死に至ることはなく、慢性期に SJL/Jマウ
スなどの感受性のあるマウスに脱髄を起こす。DA ウイルスはマウス種に関わらず、すべて
のマウスの中枢神経細胞に感染し、1週間程度で感染細胞を死滅させて灰白脳炎を生じ
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る。しかし、脱髄病変は感受性のあるマウスでのみ観察され、感染 1 ヶ月後の慢性期にも
病変部にウイルスが存在し進行性の脱髄病変を生じる 6)。他方、脱髄抵抗性の C57BL/6
マウスや BALB/cマウスでは慢性期には TMEVは排除され、慢性期の病変は発症しない
7, 8)。感受性のあるマウスにおける TMEVによる脱髄疾患（TMEV-induced demyelinating 
disease, TMEV-IDD）は多発性硬化症と臨床症状や病理組織が似ていることから広く多発
性硬化症のマウスモデルとして使用されている 9, 10)。 
神経組織以外では TMEVはウイルス血症を起こし心筋炎を起こすことが報告さ
れている（図 1）。また、消化管や骨格筋に感染することが知られているが、中枢神
経感染以外のことは十分には研究されていない 11, 12)。 
II-2. NKT 細胞 
NKT細胞は全 T細胞の 1％以下を占める細胞で、マウスにおいては肝臓や骨髄に
存在する T細胞の中では約 30％と高い比率で存在するほか、脾臓の T細胞の 0.5か
ら 1%、末梢リンパ節のT細胞のうち 0.1から 0.5％がNKT細胞であるとされる 13, 14)。
また中枢神経系 15)や心臓 16, 17)にも存在することが示されているが全 T細胞における比率
はわずかである。NKT 細胞は当初は T細胞受容体（T-cell receptor, TCR）と NK細胞
特異的なマーカーである NK1.1（CD161）の双方を有する NK細胞の一群として報
告された 18)が、現在では CD1dからのみ抗原提示を受ける（CD1d拘束性）リンパ球サブ
セットが NKT細胞と定義される。CD1d拘束性である NKT細胞は I型と II型の 2種類の
 6 
 
サブタイプに分類される。I型は古典的NKT細胞とされ、invariant NKT細胞とも呼ばれて
おり、特定の TCR（invariant TCR）を発現し、α-GarCerなどの糖脂質を抗原として認識
する。TCR は α鎖と β 鎖から成り、一般的には α鎖を構成する Vα と Jαが多様な組
み合わせを有しているが、I型NKT細胞が発現するTCRはマウスではVα14と Jα18、
ヒトでは Vα24と Jα18 の組み合わせに限定され、多様性がないため invariant TCR と
称される。また、β 鎖についてもマウスでは Vβ8.2、Vβ7、Vβ2のいずれか、ヒトで
は Vβ11とのみ組み合わされて TCR を構成する 19, 20)。II型は CD1d拘束性であるが
TCRは多様であり親水性抗原を認識する 20–22)。 
一般的な T細胞は抗原提示細胞からのシグナルである蛋白抗原をMHC class I（Major 
histocompatibility complex、主要組織適合遺伝子複合体）または class IIを介して、様々
な Vα と Vβの組み合わせを持つ TCRで受容する。しかし、この特定の invariant TCRは
他の一般的な TCR と異なり、主に抗原提示細胞からMHC class 1 と類似した構造を持つ
CD1d分子を介した糖脂質抗原のみをシグナルとして受容する 21)。そのシグナルを受けて
NKT細胞は炎症を促進するインターフェロン γ（INF-γ）やインターロイキン 17（IL-17）  と
いった炎症を促進するサイトカインと炎症を抑制するインターロイキン 4（IL-4）やインターロ
イキン 10（IL-10）などのサイトカインを産生する（図 2）。 
NKT細胞の実験では海綿から抽出したスフィンゴ糖脂質である α-Galactosylceramide 
（α-GalCer）が NKT細胞に対する抗原として使用されている。生体内での抗原は、外因性
抗原としては細菌表面の糖脂質が抗原提示され NKT細胞が認識することが報告されて
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いるが、十分には解明されていない。NKT細胞の研究において、NKT細胞の機能を調べ
る際には NKT細胞を活性化するもしくは機能を抑制するといった方法で機能解析が行わ
れている。NKT細胞の活性化は α-GarCerなどの特異的リガンドによる刺激 23)や invariant 
TCRをより多く発現する Vα14Jα18 トランスジェニックマウス 24)が用いられ、機能の抑制に
は invariant TCRを KOすることで NKT細胞を欠損させた Jα18KOマウスや NKT細胞を
欠失させる抗 Vα14TCR抗体 25)や CD1dを KOすることで NKT細胞を欠失させた
CD1dKOマウス 26, 27)が用いられてきた。 
NKT細胞は自然免疫（innate immunity）と獲得免疫（acquired immunity）を繋ぐ働
きがあるとされており、NKT細胞は IFN-γなどの炎症を促進するサイトカインと IL-4な
どの炎症を抑制するサイトカインの双方を産生できる。しかし、この両面的な特徴により、
NKT細胞は種々のウイルス感染に対して防御的に働くことも症状を悪化させる方向に働く
こともあることがわかっている 28)。以前の報告では TMEV-IDDに感受性のある SJL/Jマウ
スおよび抵抗性の BALB/cマウスで NKT細胞は防御的に働くとされている。TMEV感染
の慢性期において抗 Vα14TCR抗体の投与により NKT細胞が不活化した SJL/Jマウスは
コントロールマウスに比べより重症な脊髄脱髄病変を認めた 27)。また、野生型BALB/cマウ
スは TMEV-IDDに対して抵抗性であるが、CD1dをノックアウトされ CD1d拘束性である
NKT細胞の機能が欠損した状態の BALB/cマウスでは TMEV-IDDを発症した 8)。このよ
うに NKT細胞はウイルス感染に対して防御的に働くことがある反面、Jα18KOマウスにデ
ングウイルスを感染させた報告 29)や CD1dKOマウスにセンダイウイルスを感染させた報告
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30)では、症状を悪化させることがある。 
II-3. 心筋炎 
心筋炎は心筋細胞の炎症性疾患であり、感染、自己免疫性、薬剤性、放射線性など原
因は多岐にわたるが多くの症例でウイルス感染によって引き起こされている（38-80%）と考
えられている 31–34)。疫学的には心筋炎は若年者の突然死の主要な原因と考えられており、
突然死の最大約 20%に達する 35–37)。突然死などの重症患者が発生する一方で、心筋炎
患者の一部においては臨床症状を呈さないことがあり、非侵襲的な心筋炎の標準的診断
法や基準がないことから、臨床的には心筋炎の罹患率ははっきりしていない 38, 39)。ヒトでウ
イルス性心筋炎を起こすウイルスとしてアデノウイルス、コクサッキーB3 ウイルス（CVB3）、
パルボウイルスB19、C型肝炎ウイルスなどが知られている 40, 41)。ウイルス性心筋炎の詳細
な病理メカニズムはわかっていないが、ウイルス性心筋炎は 3期の病期に分類できると提
唱されている 42–44)。第 1期では心筋細胞内でウイルスの活発な増殖が起こっていると考え
られ、劇症型の心筋炎はこの時期に相当すると考えられる 45)。第 2期では第 1期のウイル
ス増殖に引き続き免疫細胞の活動による炎症で心筋が障害されていると考えられる 46)。第
1期と 2期において激しいウイルス増殖と炎症反応が起こると第 3期の慢性期においては
ウイルスの存在の有無にかかわらず心筋の線維化とリモデリングが起こり一部症例におい
ては拡張型心筋症に移行すると考えられている 41)。免疫不全モデルのマウスを使った実
験から TMEVが心筋炎を引き起こすという報告 12, 47)はされているが、詳細な病理メカニズ
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ムは未だに不明である。 
  
 10 
 
III. 研究目的  
本研究では NKT細胞の TMEV-IDDにおける役割を解明するため、TMEV-IDDに抵
抗性の C57BL/6マウスをバックグラウンドに持つ Jα18KOマウスを使用した。以前の報告
では NKT細胞は特異的抗体による抑制や抗原提示細胞の NKT細胞特異的な分子を
KOすることで実験が行われていた。本研究においてはNKT細胞に特異的な TCRをKO
した TMEV-IDD抵抗性のマウスを使用することで、異なった実験系においても NKT細胞
が以前の報告と同様に働くかどうかを明らかにすることを目的とした。 
その一方で他の臓器を調べていく過程で NKT細胞が欠如した Jα18KOマウスの心臓
においては野生型 C57BL/6マウスに比べて TMEVウイルス性心筋炎の炎症がより強く認
められ、TMEV ウイルス性心筋炎において NKT細胞が何らかの役割を果たしているもの
と考えられた。心筋炎の程度による臨床症状の差は認めなかったが、軽症心筋炎マウスモ
デルとして心臓超音波検査、病理組織標本を用いて TMEV ウイルス性心筋炎の経過を
経時的な変化と NKT細胞の TMEV ウイルス性心筋炎における役割を研究した。 
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IV. 研究方法 
IV-1. 動物実験 
実験には生後 4週から 8週の野生型C57BL/6マウス（Harlan Laboratories, Indianapolis, 
IN）と C57BL/6マウスをバックグラウンドとする Jα18KOマウス 48)を使用した。マウスは
specific pathogen- free （SPF） 環境のルイジアナ州立大学シュリーブポート校の動物施
設で繁殖および飼育されたマウスである。 
DA ウイルスを用いた神経系の実験では野生型 C57BL/6マウス（n=27）と Jα18KOマウ
ス（n=40）に 2×105 PFU（Plaque Forming Unit、プラーク形成単位） のウイルスを頭蓋内に
感染させ脳炎を誘発した。GDVIIウイルスの実験では野生型 C57BL/6マウス（n=32）と
Jα18KOマウス（n=44）に 0.1から 1000PFUを頭蓋内に投与し感染させた 8)。感染させたマ
ウスは 1日 1回の体重測定及び神経学的評価を行った。野生型 C57BL/6マウスと
Jα18KOマウスの体重及び生存率の違いはDAウイルスを感染させた実験ではスチューデ
ント t検定および χ2検定にて評価し、GDVIIウイルスを感染させた実験ではスチューデント
t検定および χ2検定、Log-rank検定（Kaplan-Meier法）を用いて評価した。痙攣の程度に
ついては Racineスケールを用いて点数化した 49, 50)。口鼻部と顔面の異常運動を 1点、頭
部を前後に振る（nodding）動きを 2点、前肢のクローヌスを 3点、後脚で立ち上がれば
（rearing）4点、後ろ脚で立ち上がったあとで倒れれば 5点とした。神経学的所見として
TMEV-IDDの臨床症状である痙性麻痺、動揺性歩行、righting reflex を観察した。 
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GDVIIウイルスを感染させた実験では生存率および半数致死量（50% Lethal dose, 
LD50）を比較した。半数致死量は Reed and Muenchの計算方法により求めた 51)。 
IV-2. 神経病理 
マウスはリン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline, PBS）および 4%パラホルム
アルデヒドで全身を還流して固定した。摘出した中枢神経組織はさらに 4％パラホルムア
ルデヒドに 3日から 7日間浸けて固定した。脊髄は 10から 12個に横断面で切断し、脳は
冠状断面で 5個に切断したのち、パラフィン固定した。HM325 ロータリーマイクロトームで
4µm厚の切片を作製しミエリンに対してはルクソールファストブルー染色を行った。脊髄組
織については脊髄の一横断面を前索、左右側索、後索の 4つに分割した区域を 1領域と
し、切片中の全領域のうち脱髄（demyelination）、髄膜炎（meningitis）、血管周囲性単核
細胞浸潤（perivascular cuffing）を認めた領域の割合を各項目および全体（overall 
pathology）についてパーセンテージで定量化した。脳の切片は髄膜炎（meningitis）を 4段
階（0点：炎症なし、1点：軽度な細胞浸潤、2点：中等度細胞浸潤、3点：高度細胞浸潤）、
血管周囲性単核細胞浸潤（perivascular cuffing）を 6段階（0点：炎症なし、1点：1から 10
カ所、2点：11から 20カ所、3点：21から 30カ所、4点：31から 40カ所、5点：41カ所以
上）、脱髄（demyelination）を 4段階（0点：脱髄なし、1点：軽度脱髄、2点：中等度脱髄、3
点：高度脱髄）に分類し、各項目を合計した点数を最大 11点となる brain pathology score
として点数化した 6, 8, 27)。 
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IV-3. リアルタイム PCR 
心臓および脳のウイルスを定量するためにリアルタイムPCRを施行した。感染4日後、7日後、
1ヶ月後のマウスはPBSで還流された後、心臓を摘出し液体窒素で凍結した（感染4日後、1
週間後、1ヶ月後の野生型C57BL/6マウスおよびJα18KOマウスのサンプル数はそれぞれ
n=9とn=11、n=4とn=9、n=3とn=8）。脳については感染7日後のものを心臓同様に摘出した
（野生型C57BL/6マウス、Jα18KOマウスともn=5）。凍結した心臓および脳はTRI-reagent
（Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH）とともにホモジナイズしQiagen RNeasy 
Mini Kit （Qiagen, Inc., Valencia, CA）を用いてRNAを抽出した。抽出したRNA 1µgを
ImProm-II Reverse Transcription System （Promega, Corp., Madison, WI）を用いて逆転写
しcDNAを作製した。50µgのcDNAを用いてRT2 Fast SYBR Green/Flourescein qPCR 
Master kit （Qiagen）とMyiQ™2 Real Time PCR Detection System （Bio-Rad Laboratories, 
Inc., Hercules, CA） を使用してリアルタイムPCRを行い、RNAの定量化を行った。心臓およ
び脳内のウイルスRNAに対するプライマーはTMEVのカプシド蛋白であるVP2に対するプラ
イマーを使用した。心臓にはコントロールとしてはハウスキーピング遺伝子であるグリセルア
ルデヒド3リン酸脱水素酵素（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Gapd/Gapdh）に対
するプライマーを、また脳にはホスホグリセリン酸キナーゼ（phosphoglycerate kinase 1, Pgk1）
に対するプライマーを使用した。VP2に対するプライマーシークエンスはフォワード
（5’-TGGTCGACTCTGTGGTTACG-3’）とリバース（5’-GCCGGTCTTGCAAAGATAGT-3’）
を使用した52)。ウイルスRNA量はスチューデントt検定またはマン・ホイットニーU検定を用い
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て統計的に検討した。 
IV-4. リンパ球増殖反応 
感染1週間後、1ヶ月後、2ヶ月後のマウスから脾臓を摘出し、2から5匹分の脾臓を1
群として使用した。感染1週間後では野生型C57BL/6マウスを3群、Jα18KOマウスを4
群使用し、感染1ヶ月後では野生型C57BL/6マウス8群、Jα18KOマウス6群を使用した。
脾臓は一群にまとめてすり潰したのちHistopaque®-1083 （Promega, Corp., Madison, WI）
を用いて単核球（mononuclear cells, MNCs）を分離した。MNCsは2×105個の細胞を96
ウェルプレートでRPMI 1640培養液（Mediatech, Inc., Manassas, VA）に10%ウシ胎児血
清（Fetal bovine serum, FBS; Mediatech）、2 mM L-グルタミン （Mediatech）、50 μM 2-
メルカプトエタノール（Sigma-Aldrich）と1% 抗生物質（ペニシリン、ストレプトマ
イシン、アムホテリシンB; Mediatech）を加えた培養液で5日間培養した。増殖を刺激
する刺激物質としてMOI=5（multiplicity of infection、感染多重度）のTMEV、2×105個
のDAウイルスを感染させた抗原提示細胞（DA-infected antigen presenting cells, 
DA-APCs）と2×105個の何も感染させていない状態のAPC （nAPCs）を用いた。DA-APCs
は全脾臓細胞をin vitroでMOI=1のDAウイルスで24時間感染させて作製し、nAPCsは同様
の手順でDAウイルスを感染させずに作製した。DA-APCsとnAPCsは137Cs irradiator （J.L. 
Shepherd & Associates, San Fernando, CA）を用いて2000radsの放射線照射を行って抗原提
示機能は維持しながら抗原提示細胞そのものの増殖は抑制した。リンパ球の増殖反応活性
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の計測には1ウェルあたり1µCiの[3H]チミジン（PerkinElmer, Inc., Waltham, MA）を最後の24
時間で加えてReeves Angel 934AH filters （Brandel, Gaithersburg, MD） とPHD™ 
Harvester （Brandel）を用いて採取した。取り込まれた放射能活性をWallac 1409 Liquid 
Scintillation Counter （PerkinElmer）で計測した。すべての培養は同じものを3つ組（triplet）
で行い平均を求め、結果はstimulation index（刺激した細胞のcpm （counts per minute、分
時放射線計測回数）をコントロールのcpmで除した値）として表した53)。 
IV-5. 抗 TMEV抗体およびサイトカインの ELISAによる計測 
TMEVに感染させた野生型C57BL/6マウスとJα18KOマウスの末梢血を感染1週間後、1ヶ
月後にcheek-bleeding法で採血し抗TMEV抗体の血中濃度をELISAで測定した。96ウェル
のNunc Immuno plate （Thermo Fisher Scientific）を10µg/mlのTMEV抗原で一晩コーティン
グした後、10% FBSに0.2%のTween®20（Thermo Fisher Scientific）でブロックした。採取した
末梢血の血漿を順次薄めたサンプルをウェルに加えて室温で90分間静置した。洗浄液にて
洗浄後、peroxidase-conjugated anti-mouse IgG （H+L） （Life Technologies, Gaithersburg, 
MD）をウェルに加え90分間精置した。免疫活性複合体はo-phenylenediamine 
dihydrochloride （Sigma-Aldrich）を用いて検出した。検出にはMultiskan MCC/340 
Microplate Reader （Thermo Fisher Scientific）で波長492nmの吸光度を計測した53)。頭蓋内
投与実験では野生型C57BL/6マウス（n=7）とJα18KOマウス（n=6）を、腹腔内投与実験では
野生型C57BL/6マウス（n=4）とJα18KOマウス（n=6）を用いた。 
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サイトカインアッセイでは感染1週間後、1ヶ月後のマウスから脾臓を摘出し、上記のリ
ンパ球増殖反応と同様に2から5匹分の脾臓を1群として処理しMNCsを分離した。感染
1週間後では野生型C57BL/6マウスを3群、Jα18KOマウスを5群使用し、感染1ヶ月後で
は野生型C57BL/6マウス4群、Jα18KOマウス6群を使用した。脾臓から分離したMNCs
は6ウェルプレートに1ウェルあたり8×106個の細胞を加え、5 µg/mlのconcanavalin Aで刺激し
48時間培養した。培養液の上澄みを抽出し-80℃で保存した。ELISAキット（BD Biosciences, 
San Diego, CA）の取扱説明書に従いIL-4、IL-10、IFN-γの濃度について定量した54)。 
抗TMEV抗体測定およびサイトカインアッセイにおいて検定はスチューデントt検定を用い
て行った。 
IV-6. 心臓病理組織 
心筋炎を誘発する実験においては2×107 PFUのDAウイルスを野生型C57BL/6マウス
（n=8）およびJα18KOマウス（n=16）の腹腔内に投与した。DAウイルスに感染したマウスから
感染4日後、1週間後、4週間後に心臓の組織を摘出した。マウスをPBSに続いて4%パラホ
ルムアルデヒドで潅流、固定したのち、心臓を摘出した。心臓は1mmの厚さで横断面でスラ
イスしたものをマイクロトームで4µmの厚さで切ってパラフィン切片とした。切片はヘマトキシリ
ンエオジン染色と線維化を観察するためにI型とIII型膠原線維を染色するピクロシリウスレッ
ド染色を行った。線維化した領域はImage-Pro® Plus Version 6.3 （Media Cybernetics, Inc., 
Rockville, MD）で面積を計測した。CD3陽性T細胞の浸潤を観察するために抗CD3抗体
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（DAKO Corp., Carpinteria, CA）を用いてavidin–biotin–peroxidasecomplex （ABC） 法
（Vector, Burlingame, CA）で免疫染色した55)。CD3陽性T細胞数は乳頭筋レベルの切片で
顕微鏡下に数えた。 
IV-7. 心臓超音波検査 
上記の心臓病理組織を検討したすべてのTMEV感染マウスに対して、感染前、感染4日
後、7日後、10日後、14日後、28日後に経胸壁心臓超音波検査を行った。超音波検査装置
は小動物用超音波装置Vevo770および707Bトランスデューサー（Visual Sonics Inc., 
Toronto, Canada）を使用した。マウスはイソフルレンで麻酔した後、胸部の毛を剃り除毛剤で
毛を除去した。マウスをテープで操作台に固定し心電図、心拍数、体温をモニターしながら
心臓超音波検査を行った。左室短縮率（Left ventricular fraction shortening, LVFS）、左室
駆出率（LV ejection fraction, LVEF）を左室短軸像で計測した56)。大動脈、肺動脈、僧帽弁
の各弁輪径、流出または流入波形を計測した。心室壁内の高エコー域の数、出現率を野生
型C57BL/6マウスとJα18KOマウスでχ2検定を用いて比較した。 
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V. 研究結果 
V-1. Jα18KO マウスは TMEV-IDD抵抗性を維持した 
DA ウイルスを頭蓋内投与し感染させるとウイルスは脳のニューロンのほとんどに感染し、
すべてのマウス種において感染後1週間の急性期に急性灰白脳炎を引き起こす 57, 58)。急
性期の脳炎から回復したマウスのうち感受性のあるマウスのみが慢性期となる感染後 1 ヶ
月頃に脊髄の脱髄をおこす。本実験において感染させた 17匹の野生型 C57BL/6マウス
と 21匹の Jα18KOマウスは両群とも TMEV-IDDの臨床症状を呈することはなかった。急
性期には野生型 C57BL/6マウスも Jα18KOマウスも脳炎を起こし、臨床症状としてけいれ
んが観察された。両群の間でけいれんの程度の差について Racine scaleを用いて比較し
た。野生型 C57BL/6マウスは 3日から 9日目にけいれんを起こし、Jα18KOマウスは 4か
ら 8日目にけいれんが観察された。けいれんの発症率、Racine scale とも両群間で統計学
的有意差を認めなかった（χ2検定、P>0.05）（図 3）。両群のマウスともけいれん以外の臨
床症状を呈することはなく、けいれん消失後の 2 ヶ月間の観察期間中は無症状であった。 
脳炎、脱髄についても病理組織学的な検討を行った。感染1週間後の脳の病理組織で
は両群のマウスとも重症な髄膜炎と血管周囲の炎症であるperivascular cuffingを伴った灰
白脳炎を起こしていた（図 4A）。ほとんどの炎症性病変は灰白質で観察され、特に海馬に
多く認められた。感染 1週間後の炎症の程度を点数化した brain pathology score（平均±
標準誤差）では野生型 C57BL/6マウスが 7.3±0.3に対して Jα18KOマウスは 7.0±0.5であ
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りスチューデント t検定において P=0.62 と有意差を認めなかった。感染 1 ヶ月後と 2 ヶ月
後では脳炎は鎮静化しており軽度の炎症反応が両群のマウスの一部に認められるのみで
あった。感染 1週間後の脊髄の病理組織においては overall pathology、meningitis、
perivascular cuffingについて両群はほぼ同等のスコアで有意差は認めなかった（表 1）。
慢性期には DA ウイルスは感受性のある SJL/Jマウスで脊髄に脱髄を引き起こすことが知
られている 8)。本実験においても Jα18KOマウスはTMEV-IDDに感受性を持つようになり、
perivascular cuffingや脱髄といった所見が出ると期待したが、感染 2ヶ月後の両群の脊髄
では脱髄や perivascular cuffingなどの神経病理学的所見は認めず（図 4B）、脊髄の
pathology scoreは両群とも全マウスが 0点であった。 
V-2. Jα18KO マウスでは急性期の細胞性免疫が抑制されている 
NKT細胞は抗ウイルス免疫反応の誘導に関わるとされている 28)。TMEV DAウイルスを
頭蓋内投与した野生型 C57BL/6マウスと Jα18KOマウスをそれぞれ 5匹ずつ用いて感染
1週間後の脳内のウイルス量を定量し、両群の抗ウイルス作用の違いを比較した。脳内の
ウイルス量は Jα18KOマウスの方が野生型 C57BL/6マウスより低い傾向があった（スチュ
ーデント t検定、P=0.07）（図 5A）。しかし、ウイルス量とけいれんの重症度及び発生頻度
についての相関は認めなかった。ウイルス量が少ないという事は抗ウイルス作用が強いと
考えられたため、TMEVに対する細胞性免疫であるリンパ球増殖反応試験を行った。しか
し、感染 1週間後では Jα18KOマウスは C57BL/6マウスに対して有意に低い TMEVに対
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するリンパ球増殖反応を示していた。尚、感染 1 ヶ月後では両群のリンパ球増殖反応に有
意な差は認めなかった（図 5B）。 
抗炎症作用を持つ IL-4、IL-10の産生、炎症促進作用を持つ IFN-γ と IL-17の産生に
ついても感染 1週間後及び 1ヶ月後の Jα18KOマウスとC57BL/6マウスで比較した。感染
1週間後の Jα18KOマウスは C57BL/6マウスに対して有意に低い IL-4の産生（平均±標
準誤差：野生型C57BL/6マウス 42.8±7.5pg/ml、Jα18KOマウス 11.9±7.3pg/ml、P<0.05）
を示していたが、感染後 1 ヶ月では両群とも IL-4産生は低値であった（図 6A）。IL-10に
ついても感染 1週間後では Jα18KOマウスは C57BL/6マウスに対して有意に産生が少な
かった（平均±標準誤差：野生型 C57BL/6マウス 536.5±45.1pg/ml、Jα18KOマウス 
272.2±70.1pg/ml、P<0.05）が、感染 1ヶ月後では Jα18KOマウスでの IL-10産生が低い傾
向であったが有意差は認めなかった（平均±標準誤差：野生型 C57BL/6マウス 
733.1±359.8pg/ml、Jα18KOマウス 118.7±17.3pg/ml、P=0.21）（図 6B）。一方で炎症促進
作用を持つ IFN-γと IL-17については両群の間に明らかな関係性は見いだせなかった（図
6C, D） 。 
TMEV DA ウイルスを頭蓋内投与した野生型 C57BL/6マウスおよび Jα18KOマウスの
感染 1週間後および 1 ヶ月後の抗 TMEV抗体を定量した。感染 1週間後には Jα18KO
マウスがより多く抗体を産生していたが（図 7A） 、感染 1 ヶ月後には有意差は認めなかっ
た（図 7B） 
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V-3. NKT 細胞は強神経毒性 GDVII ウイルス感染で症状を悪化させる 
感染急性期での NKT細胞の働きを検討するために神経毒性が強い GDVIIウイルスを
野生型 C57BL/6 と Jα18KOマウスに感染させた。GDVIIウイルス感染では獲得免疫が活
性化される前に死亡するため自然免疫の違いのみが結果に反映される。10から 1000 
PFUのGDVIIウイルスを感染させたマウスは感染 4日から 5日後にけいれん、体重減少、
毛の逆立ち（ruffled fur）、背中の屈曲（hunched back）といった症状を呈し始めた。GDVII
ウイルスに感染し症状を呈したマウスのほとんどは感染急性期の 1週間から 10日後に脳
炎で死亡した。10 PFUの GDVIIウイルスで感染させたマウス群では感染 8日後、9日後
には Jα18KOマウス群の方が野生型 C57BL/6マウスよりも有意に生存率が高かった（χ2
検定、P<0.01）が、Kaplan-Meier法および log-rank検定では有意差は認めなかった
（P=0.09）（図 8A）。半数致死量（LD50）を求める実験では野生型C57BL/6マウスの LD50
が 0.398PFUに対して Jα18KOマウスの LD50は 1.58PFUであった（表 2から Reed and 
Muenchの計算方法により算出）。これはサンプルの半数の Jα18KOマウスが死亡するの
に必要なウイルス量は野生型 C57BL/6マウスのそれよりも多いという事であり、NKT細胞
を持つ野生型 C57BL/6マウスの方が GDVIIウイルス感染に弱いことを示した。また、
Jα18KOマウスでは脳の pathology score も低い傾向があったが P=0.14 と有意差は認めな
かった（図 8B）。体重減少も野生型C57BL/6マウスより少なかったが感染 7日後にP=0.22、
8日後でも P=0.06 と有意差は認めなかった（図 8C）。 
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V-4. TMEVに感染した Jα18KO マウスは心筋炎を発症する 
脳炎及び脳炎後慢性期の脱髄の実験では心臓から潅流液を注入するが、その際に心
臓に肉眼的な白色斑様の病変を認め、心筋炎を起こしていると考えられた。中枢神経系
の実験ではウイルスの感染ルートは頭蓋内投与であったが、脳炎による全身状態への影
響を避けるため、ウイルス投与方法を腹腔内投与に変更し心筋炎の発症を比較した。ウイ
ルスの腹腔内投与ではより重症な心筋炎が引き起こされた一方で脳炎症状は認められな
かった。腹腔内投与により DA ウイルスに感染させた野生型 C57BL/6マウスおよび
Jα18KOマウスの体重変化、活動性の低下や浮腫の有無を観察した。体重変化について
は両群の間に有意な違いは認めず（感染 28日後におけるパーセント平均体重±標準偏
差：Jα18KOマウス 107.3±1.6%、野生型 C57BL/6マウス 108.6±1.6%、P=0.53）、心不全
を示唆する所見も両群とも認めなかった。病理解剖学的には Jα18KOマウスの心臓では
肉眼的に白色の多発性巣状病変を認めたが野生型C57BL/6マウスでは肉眼的病変は認
めなかった（図 9A）。切片組織を顕微鏡下に観察したところ、両群のマウスとも心臓に炎症
細胞の浸潤を認めたが、Jα18KOマウスの方が野生型C57BL/6マウスよりもより多くの炎症
性細胞の浸潤を認めた（図 9B）。炎症性病変はいずれも径 1mm未満でMNCsを中心と
する細胞浸潤は限局していた。すべての炎症性病変が心筋組織内に認められており、心
内膜、心外膜、腱索、弁などの組織中には認めなかった。T細胞のマーカーである CD3
に対する抗体を用いた免疫染色（図 9B）と I型および III型膠原線維を染めるピクロシリウ
スレッド染色を用いた切片（図 9C）では、心筋間質内への T細胞の浸潤は感染後 1週間
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後にのみ認められ、感染 4日後、1 ヶ月後には認めなかった。線維化は早いマウスでは感
染後 1週間後より認められ、時間経過とともに進行した。T細胞の浸潤と線維化の程度を
定量化すると感染 1週間後には Jα18KOマウスでは野生型 C57BL/6マウスよりも T細胞
の浸潤が多く、感染1週間後と1ヶ月後には Jα18KOマウスでより広汎な線維化を認めた。
しかしながら、同群であっても細胞浸潤の程度や線維化の大きさはばらつきが大きく、統
計学的な有意差は認められなかった。これは TMEVによる心筋炎病変が散在性ではなく
多発巣状であり病理切片によって含まれる病変の数や大きさが一定ではないためであっ
たと考えられ、これは TMEVによる心筋炎病理の特徴のひとつと考えられた。 
V-5. TMEVウイルス性心筋炎では高エコー病変を認める 
本実験においては TMEVに感染させたマウスの左室心筋病変を心臓超音波検査で経
時的に観察した。右心室壁についてはエコーウィンドウが充分に確保できず全体を観察
できないマウスが多かったため本実験では評価対象とはしなかった。尚、この実験を行う
にあたり、TMEV感染前のすべてのマウスに高エコー病変がないことを確認し、TMEVに
感染していないコントロール群のマウスでも病変の出現がないことを確認している。 
心臓超音波検査では感染させたマウスの左心室壁および心室中隔に高エコーを示す
病変（high intensity lesion）を認めた（図 10A）。高エコー病変は出現が早いマウスでは感
染 4日後より認められた。1 ヶ月の観察期間中に病変の数は徐々に増加した。大きさはい
ずれも径 1mm未満であった。感染 28日後には Jα18KOマウスの 68.8%（16匹中 11匹）
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に高エコー病変が認められたが、野生型 C57BL/6マウスでは 12.5%（8匹中 1匹）にのみ
認められた。病変発生率については Jα18KOマウスと野生型 C57BL/6マウス間で統計学
的有意差を認めた（P<0.05、図 10B）。左室短縮率（Fraction shortening, FS）や左室駆出
率（Ejection fraction, EF）、僧帽弁流入波形などのパラメーターについても経時的に記録
していたが、経時的変化も両群間での差も認めなかった。病理組織学的には高エコー病
変は心筋の好塩基性変化（basophilic degeneration）、石灰化（calcification）、線維化
（fibrotic change）に相当すると考えられた（図 10C）。 
感染 4日後、1週間後、1 ヶ月後の心筋組織中のウイルス量をリアルタイム PCRで定量
し、野生型C57BL/6マウスと Jα18KOマウスで比較、検討した。Jα18KOマウスの心筋中の
ウイルス量は野生型 C57BL/6マウスに対して感染 4日後に 2.6倍（P<0.05）、感染 1週間
後に 1.2倍のウイルスRNAが検出された（図 11）。両群ともウイルスRNA量は経時的に減
少していき、感染 1 ヶ月後の検体からは検出できなかった。抗体などの液性免疫はウイル
ス除去だけでなくウイルス性心筋炎の病理にも影響を与えていると考えられるため、両群
の血清中の抗 TMEV抗体を定量した。Jα18KOマウスは野生型 C57BL/6マウスに対して
感染 1週間後と 1ヶ月後において有意に高い抗体価を示した（P<0.05、図 12）。心筋炎に
おける心筋細胞障害の程度を定量化するために心筋トロポニン Iを ELISAで定量した。し
かし、感染後のいずれの観測点においても Jα18KOマウス群、野生型C57BL/6マウス群と
も血清中に心筋トロポニン Iは検出されなかった。 
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VI. 考察 
以前の報告においては神経毒性の弱いDAウイルス感染でも、神経毒性の強いGDVII
ウイルス感染でも NKT細胞は防御的に作用すると報告されている 8, 27)。DA ウイルス感染
については TMEV-IDD感受性のある SJL/Jマウスに抗 Vα14TCR抗体を投与し NKT細
胞を不活化させたモデルにおいて慢性期の脊髄でより強い TMEV-IDDを認めた 27)。また、
野生型は TMEV-IDD抵抗性である BALB/cマウスをバックグラウンドとした CD1dKOマウ
スでは野生型と異なり炎症性脱髄が認められている 8)。これらの結果から、当初、本研究
での実験では Jα18KOマウスは TMEV-IDDに感受性を持つようになり脱髄所見が出現す
ると予想していた。しかしながら、C57BL/6マウスをバックグラウンドとした Jα18KOマウスは
DAウイルス感染において野生型 C57BL/6マウスと同様に TMEV-IDD抵抗性を維持した
ままであった。 
同じく過去の BALB/cマウスと CD1dKOマウスを用いた強神経毒性 GDVIIウイルス感
染の実験において、NKT細胞のないCD1dKOマウスの LD50は野生型 BALB/cマウスよ
り低値であり NKT細胞が防御的に働くことを示していた。しかし本研究での強神経毒性
GDVIIウイルス感染の実験において、Jα18KOマウスでは LD50 も生存率も野生型
C57BL/6マウスよりも高く、野生型 C57BL/6マウスよりも抵抗性が高いことを示した。このよ
うに C57BL/6マウスをバックグラウンドとしたマウスにおける DA ウイルス感染において
NKT細胞は防御的な役割をすることはなく、逆に GDVIIウイルス感染においては症状を
悪化させる働きをしたと考えられた。GDVIIウイルス感染では激しいウイルス増殖と神経細
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胞のアポトーシスのために獲得免疫が確立する前に急性灰白脳炎で致死的な状態となる
ため 4, 55, 59)、NKT細胞を欠失することでウイルス感染に対する自然免疫全体の働きが変
化し、Jα18KOマウスの高い生存率へつながったと考えられる（表 2）。NKT細胞の働きに
注目した以前の２つの報告と比較すると、本研究を含めた 3つの報告がそれぞれ異なった
結果を示したことは大変に興味深い結果であった。 
これらの結果が異なる理由として、まず、マウス種が異なることが上げられる 60)。これらの
C57BL/6マウス、BALB/cマウス、SJL/Jマウスは TMEV感染に対してそれぞれ異なる感
受性を有し、異なる免疫機能を有していると考えられる。野生型の C57BL/6マウスと
BALB/cマウスは TMEV-IDDに抵抗性であるが、SJL/Jマウスは TMEV-IDDに感受性が
あることがわかっている。サイトカインに関しては C57BL/6マウスと SJL/Jマウスは INF-γな
どの 1型ヘルパーT細胞性サイトカインをより多く産生し、BALB/cマウスでは IL-4や IL-10
などの 2型ヘルパーT細胞性サイトカインをより多く産生する。また、C57BL/6マウスでは
NK細胞のマーカーである NK1.1を多く発現するのに対して BALB/cマウスや SJL/Jマウ
スではNK1.1はほとんどあるいは全く発現していない 61–63)。これらの免疫系の違いは多様
な免疫関連疾患に影響を与えるため、本研究と過去の報告との違いを説明するひとつの
要因と考えている（表 3）。 
そのほかの違いをもたらす要因として NKT細胞のサブタイプの違いが考えられる。
CD1d拘束性 NKT細胞は I型と II型の 2種類のサブタイプに分類される。I型は古典的
NKT細胞とされ、invariant NKT細胞とも呼ばれており、invariant TCRを発現し、α-GarCer
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などの糖脂質を抗原として認識する。II型は CD1d拘束性であるが TCRは多様であり親
水性抗原を認識する 20–22)。本研究で用いた Jα18KOマウスおよび以前の報告で用いられ
た抗 Vα14TCR抗体を投与された SJL/Jマウスはいずれも invariant TCRを欠損あるいは
欠失した状態であり I型 NKT細胞のみがない状態であるのに対し、CD1dKO BALB/cマ
ウスを用いた実験においては I型および II型の両方の NKT細胞がない状態であった。
Jα18KOマウスはいくつかの微生物感染症において CD1dKOマウスとは異なった感受性
を示すことが知られている 26, 64)。これはウイルス感染を含む微生物感染に対して I型と II
型のそれぞれの NKT細胞が異なった反応を示すためと考えられる。I型に対して II型
NKT細胞の比率は極めて少ないが 65)、II型 NKT細胞の存在の有無により TMEV-IDD
に対する感受性が変化していると考えられる。 
カルジオウイルスはマウスなどいくつかの動物で心筋炎を起こすことが知られている。
TMEVはカルジオウイルス属に属し、マウス種によっては心筋炎を起こすことが知られて
いるが 12)、TMEVによる心筋炎についてはいくつかの報告がある 47)のみで病理メカニズム
は十分に解明されていない。本研究においては、野生型C57BL/6マウスと Jα18KOマウス
では異なった TMEVの心筋炎に対する感受性を持っていることが確認された。心筋炎の
急性期で第 1期に相当する 44, 66)感染 4日後の Jα18KOマウスの心臓からは野生型
C57BL/6マウスの心臓よりも多くのウイルスRNAが検出されており Jα18KOマウスではウイ
ルス増殖による心筋障害が強く、より重篤な心筋炎を引き起こしたと考えられる。第 2期に
相当する感染 1週間後の亜急性期では野生型 C57BL/6マウスより Jα18KOマウスの方が
 28 
 
さらに激しい炎症所見を認めた。このことから Jα18KOマウスにおける第 1期のより激しいウ
イルス増殖による心筋障害がより多くの炎症性細胞を誘導し第 2期の炎症につながってい
ることが示唆された。そして第 1期と第 2期のより激しい心筋炎は感染 1 ヶ月後の慢性期
である第 3期により広汎な線維化病変として観察された。一方で心筋での炎症があったに
も関わらず第 1期、第 2期ともマウスは浮腫や活動性の低下、心機能の低下など心筋炎に
よる臨床症状を呈することは全くなかった。心筋炎を起こしているにも関わらず、無症状で
あったという経過は、ヒトでも経験される突然死で発見される無症候性心筋炎と類似した経
過と考えられる 34, 67, 68)。ただし、本実験中に突然死したマウスはなかった。 
本実験モデルでは心筋炎第 1期のウイルス量が第 2期の強い炎症と関連していたが、
他の実験モデルではウイルス増殖量と炎症の程度は逆相関していた 55, 59)。しかし、本実
験モデルの結果は、コクサッキーB3 ウイルス（CVB3）による心筋炎モデルでのウイルス増
殖量と心筋の炎症が関係するという報告と近い結果であった 38, 39, 69)。他方、Liu らは心筋
炎を起こさない CVB3 ウイルスバリアントの感染ではウイルス量はほぼ同じであるにも関わ
らず、野生型 C57BL/6マウスはほとんど心筋の炎症を起こさないが、Jα18KOマウスでは
重症心筋炎を起こすと報告している 70)。Jα18KOマウスが TMEVでも CVB3による感染で
もより強い心筋炎を起こすという点は共通しているが、TMEV感染においてのみウイルス
量が増加しているという点は興味深い。この 2つのモデルの違いはNKT細胞以外の制御
性 T細胞（Treg）や γδ T細胞の働きの違いによると考えられる 53, 70–72)。 
TMEV DA ウイルスの中枢神経感染の急性期において Jα18KOマウスは野生型
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C57BL/6マウスよりも低い TMEV特異的リンパ球増殖反応（細胞性免疫）と中枢神経での
ウイルス価を示した一方で多くの抗 TMEV抗体産生を行っていた。しかし、感染 1 ヶ月後
には抗 TMEV抗体は有意差が消失しており、急性期のわずかな期間でのみ抗体産生量
に差が認められたのみであり、全般的な炎症の程度としては大きな差はなかったと考えら
れる。DA ウイルスによる心臓への感染では、Jα18KOマウスでより高い心臓でのウイルス
価を示し、より多くの抗 TMEV抗体産生（液性免疫）が行われた。一般的には激しいウイ
ルス増殖はより強い細胞性免疫の反応を誘導しウイルスを除去しようとする。つまり、
Jα18KOマウスの中枢神経感染においてリンパ球増殖反応が低値であったと言うことはウ
イルス量が少なかったためと推測される。他方、心臓においてはウイルス量が多いために
激しい細胞性免疫による炎症が誘導されたと推測され、それに続く活発な液性免疫反応
による抗体価上昇が観察されたと考えられる。 
心臓を含む一般的な臓器ではウイルス除去は主に T細胞が担っており、ウイルスに対
抗する T細胞はウイルスが感染した細胞の表面に発現したウイルス抗原と主要組織適合
遺伝子複合体（MHC）の複合体を認識しウイルスを排除しようとするため、MHCは細胞性
免疫の反応に不可欠である。CVB3 ウイルス性心筋炎では T細胞を中心とした細胞性免
疫がウイルス排除の役割を果たすとされているが 46)、TMEVが主に感染するニューロンで
はMHCは全く発現していないか、ごくわずかに発現しているのみであり 73)細胞性免疫より
も液性免疫が強く働くと考えられる。例えば、T細胞もB細胞も欠損している重症免疫不全
（Severe combined immunodeficiency, SCID）マウスでの Sindbis ウイルス感染において、ウ
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イルス抵抗性 T細胞を補充してもニューロンでのウイルス増殖に変化はないが、抗ウイル
ス抗体を SCIDマウスに投与すると中枢神経系からはウイルスが排除される 74)。このことは
抗ウイルス抗体が中和抗体として感染細胞から放出されたウイルスの活性を抑えることで
ウイルスの拡散を抑制する点、抗ウイルス抗体がニューロンに取り込まれ細胞内のウイル
ス排除を行う点の 2点から説明できる 75)。ウイルスに対する免疫反応を持たない nudeマウ
スの TMEV感染においても抗ウイルス抗体を感染直後に投与すると生存率は有意に改
善する 76)。これらのことから抗ウイルス抗体はニューロンに感染したTMEVの排除も助ける
ことができると考えられる。しかし、抗 TMEV抗体はホストとの交叉反応を示し中枢神経の
免疫反応を活性化してしまう 77)。MHCの発現が少ない中枢神経組織においてはNKT細
胞の活性化もそれ以外の臓器と異なる系で行われていると考えられている。現在、中枢神
経において astrocyteの TLR3を介して TMEV を認識し、INF-α/βを活性化する系が示さ
れており 78, 79)、また、中枢神経中にも CD1dが発現しており sulfatideを抗原として II型
NKT細胞を活性化することが確認されている 80)が、I型NKT細胞がどの様な系で活性化
されるのか機序は明らかではない。 
本研究では感染 1週間後では Jα18KOマウスで抗 TMEV抗体が上昇していたものの、
1 ヶ月後には有意差はなくなっていた。ウイルス量が少なく細胞性免疫反応も低い本研究
における Jα18KOマウスの中枢神経感染モデルでは、細胞性免疫が誘導される以前に
NKT細胞がウイルスを排除するための何らかの役割を担っていると考えられ、液性免疫は
ウイルス排除にほとんど関与していないことが考えられた。また、抗 TMEV抗体価の上昇
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がないため慢性期の脱髄も誘発されなかったと考えられる。他方で心臓に対する感染に
おける高い抗ウイルス抗体価は CVB3 ウイルス性心筋炎と同様に免疫病理の原因となっ
ていると考えられる。 
ヒトにおけるウイルス性心筋炎の第 2期において、Th1サイトカインである IFN-γが免疫
反応による心筋組織障害（免疫病理）に寄与していると報告されている 81)。さらに、以前の
報告においては C3Hマウスを用いた TMEV ウイルス性心筋炎の実験において Th1の免
疫反応が心筋炎を増悪させる役割を担っていることがわかっている 66)。本研究でも TMEV
ウイルス性脳脊髄炎の感染 1週間後の第 2期において Jα18KOマウスは野生型C57BL/6
マウスの約 6倍のTh1の免疫反応を示していた（Th1 （INF-γ） / Th2 （IL-4）比は Jα18KO
マウスで 7.6、野生型 C57BL/6マウスで 1.3であった）。それに対して同じ感染 1週間後に
おいて野生型 C57BL/6マウスは Jα18KOマウスよりも Th2サイトカインである IL-4 と IL-10
を有意に多く産生していた。炎症を促す Th1サイトカインの産生は Jα18KOマウスが野生
型 C57BL/6マウスよりも多かったが、それに相関するように TMEV ウイルス性心筋炎モデ
ルの心臓超音波検査における高エコー病変を持つマウスの比率も Jα18KOマウスの方が
高かった。NKT細胞は抗炎症作用を持つTh2サイトカインの主な産生細胞とされており 18)、
Th2サイトカインは Th1細胞の活性化を抑制し、抗原提示細胞の機能を制御することで
Th1細胞の分化も抑制している 82)。これらのことから、脳脊髄炎モデルと心筋炎モデルと
いう違いはあるものの、脳脊髄炎モデルで観察された Th2優位の免疫反応は心筋炎モデ
ルに当てはめても矛盾のない結果であり、NKT細胞は TMEVウイルス性心筋炎において
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はTh2サイトカインの産生によりTh1とTh2の作用のバランスを調整することで防御的な働
きをしていると推察された。本研究により推測された TMEV ウイルス性心筋炎でのサイトカ
インの働きは、IFN-γが防御的に働き、IL-4が炎症を悪化させるという CVB3などを用いた
心筋炎モデルと異なり、より臨床的に経験される心筋炎に近いモデルであろう。ヒトのウイ
ルス性心筋炎はこの TMEV ウイルス性心筋炎モデルにより、さらに多くのことがわかってく
る可能性があると考えられる。 
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VII. 結論 
NKT細胞が欠損している Jα18KOマウスは TMEV DA ウイルス感染において野生型
C57BL/6マウスと同様に TMEV-IDDには抵抗性を維持したままであり NKT細胞は
TMEV-IDDに影響を与えていなかった。しかし、TMEV GDVIIウイルス感染では NKT細
胞は症状を悪化させる方向に働いていることがわかった。これらは以前の報告とは異なる
結果であった。 
また本研究では TMEVにより軽症心筋炎が誘発されることが明らかとなり、Jα18KOマウ
スは野生型 C57BL/6マウスよりも重い心筋炎を起こしていた。TMEV ウイルス性心筋炎に
おいて Jα18KOマウスは野生型 C57BL/6マウスに比べて第 1期にではより高いウイルス
価を示し、第 2期ではより活発な炎症反応が見られ、第 3期ではより広汎な線維化が出現
した。心臓超音波検査では Jα18KOマウスに野生型 C57BL/6マウスより多く高エコー病変
が見られた。 
NKT細胞欠損あるいはNKT-KOマウスを用いることでNKT細胞は各マウス種、各臓器
においてそれぞれ異なった働きをしていることが示された。 
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IX. 図 
 
図 1 実験的 TMEV感染とその症状を示す。TMEVをマウス（本研究においては
野生型 C57BL/6 マウスおよび Jα18KOマウス）の頭蓋内、腹腔内に投与して感染さ
せる。頭蓋内投与では灰白脳炎とそれに引き続き脱髄を誘発した。腹腔内投与では
心筋炎が誘発した。 
 
図2 抗原提示細胞からのシグナルはCD1dを介してNKT細胞の invariant TCR（マ
ウスでは Vα14と Vβ18に限定した組み合わせを持つ T細胞受容体）に伝達される。
抗原提示細胞からのシグナルを受けて NKT 細胞は IFN-γや IL-10、IL-4といったサ
イトカインを産生する。 
 
図 3 TMEV DAウイルスを野生型 C57BL/6 マウス（WT）と Jα18KOマウス
（NKT-KO）それぞれに頭蓋内に注射し感染させた。上図は感染後に脳炎で痙攣を
起こしたマウスの比率を野生型 C57BL/6 マウス（白丸）と Jα18KO マウス（黒丸）
で示したものである。双方とも感染 3日後より 9日後にかけて痙攣を起こしている
が、χ2検定では有意差を認めなかった。下図は痙攣を起こしたマウスの Racineスケ
ールによるスコアの平均を示したものである。野生型 C57BL/6 マウス（黒丸）と
Jα18KOマウス（白丸）の間に Student t 検定で有意差を認めなかった。  
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図 4 （A） TMEV DAウイルス感染 1週間後の野生型 C57BL/6 マウスと Jα18KO
マウスの脳の病理組織標本（ルクソールファストブルー染色）である。野生型
C57BL/6 マウスと Jα18KOマウスは視床下部に同程度の髄膜炎（矢印）、血管周囲炎
（二重矢印）、ニューロンの欠失（矢頭）を認める。倍率 29倍。（B）TMEV感染の
慢性期である感染 2ヶ月後の脊髄の病理組織標本 （ルクソールファストブルー染
色）。野生型C57BL/6マウスも Jα18KOマウスも SJL/Jマウスで見られる脱髄所見（矢
頭）を認めない。倍率 19倍。  
 
図 5 TMEVを頭蓋内投与した野生型 C57BL/6 マウスと Jα18KOマウスにおける
脳でのウイルス増殖および脾臓から抽出した免疫細胞の TMEV特異的な免疫反応
を示した。（A） ウイルスゲノムはリアルタイム PCR 法を用いてウイルスのカプシ
ド蛋白のひとつである VP2 を測定することで定量した。コントロールとしてハウス
キーピング遺伝子であるホスホグリセリン酸キナーゼ（Pgk1）遺伝子を用いた。感
染 1週間後の脳内のウイルス RNAは野生型 C57BL/6 マウス（Wild-type, 白抜き）
が Jα18KOマウス（Jα18KO、黒塗り）に比較して多く検出されたが統計学的有意差
は認めなかった（P=0.07）。（B） 感染 1週間後における Jα18KOマウスの TMEV
に対するリンパ球増殖反応は野生型 C57BL/6 マウスに比べて有意に低かった
（P<0.05）。リンパ球増殖反応は脾臓から抽出した単核細胞（mononuclear cells, MNCs）
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をMOI=5（multiplicity of infection、感染多重度）の TMEV（Live virus）、DAウイ
ルスを感染させた抗原提示細胞（DA-APCs）と何も感染させていない抗原提示細胞
（nAPCs）でそれぞれ刺激して[3H]チミジンの取り込みを定量化することで計測し
た。結果は Stimulation index として刺激群での cpm（count per minute、分時放射線計
測回数）をコントロール群の cpm で除した値で示した。結果は平均±標準誤差 であ
る。 
 
図 6 TMEVに感染した野生型 C57BL/6 マウス（Wild-type, 白抜き） と Jα18KO
マウス（Jα18KO, 黒塗り）のサイトカイン産生を示した。脾臓から抽出された MNCs
を concanavalin Aで刺激して産生されたサイトカインを ELISAにて定量した。結果
は 3から 6群のマウス群の平均±標準誤差である。（A） 感染 1週間後の Jα18KO
マウスは野生型 C57BL/6 マウスよりも IL-4 の産生は少なかった。感染 1ヶ月後では
両群とも測定限度（点線）に近い低値であった。（B） IL-10の産生は J 感染 1週
間後では有意に Jα18KOマウスが野生型 C57BL/6 マウスよりも少なかった（P<0.05）。
1ヶ月後にも Jα18KOマウスが野生型 C57BL/6 マウスよりも少ない傾向を認めたが
有意差は認めなかった（P=0.21）。（C） IFN-γの産生は野生型C57BL/6マウス、Jα18KO
マウスの双方において高値であり、有意差は認めなかった。（D） IL-17の産生に
ついては野生型 C57BL/6マウスと Jα18KOマウスの間に一定の傾向を認めなかった。 
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図 7  頭蓋内投与による TMEV感染後の野生型 C57BL/6 マウス（WT、白丸）と
Jα18KOマウス（Jα18KO,、黒丸）の液性免疫反応を比較した。Jα18KOマウスの抗
TMEV IgG抗体は感染 1週間後（A）において野生型 C57BL/6 マウスに比べて有意
に高値であった（P<0.05、スチューデント t 検定）が、感染 1ヶ月後（B）には有意
差は認めなかった。血清抗 TMEV抗体は ELISA 法で定量した。結果は平均±標準誤
差で示されている。 
 
図 8 強神経毒性 TMEV GDVIIウイルス 10 PFU（plaque forming units、プラーク
形成単位）を頭蓋内投与し感染させた野生型 C57BL/6 マウス（Wild-type）と Jα18KO
マウス（Jα18KO）の Kaplan-Meier曲線と脳病理組織のスコアおよび体重変化率を図
示した。両群とも 8から 11匹のマウス群である。（A） Jα18KOマウス（実線）は
野生型 C57BL/6 マウス（点線）に対して長く生きる傾向はあるが Log-rank検定では
有意差はなかった（P=0.09）。（B） Jα18KOマウス（黒塗り）は野生型 C57BL/6
マウス（白抜き）に対して低い brain pathology scoreを示す傾向があったが有意差は
認めなかった（P=0.14）。（C） TMEV GDVII ウイルス感染後の体重変化を示す。
Jα18KOマウスの方が体重変化が少ない傾向だが有意差は認めなかった（感染 8日
後において P=0.06）。 
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図 9 TMEV DAウイルスを腹腔内投与で感染させた野生型 C57BL/6 マウス
（Wild-type）と Jα18KO マウス（Jα18KO）の心臓病理組織を示す。（A） 感染 1
ヶ月後の Jα18KOマウスでは肉眼的に散在する白色点状の病変（矢印）を認めたが
野生型 C57BL/6 マウスでは認めなかった。（B） ヘマトキシリンエオジン染色をし
た感染 1ヶ月後の心臓病理組織において Jα18KOマウスの心臓は野生型 C57BL/6マ
ウスよりも多くの炎症性細胞の浸潤を認めた（矢頭）。抗 CD3免疫染色では心臓組
織への炎症性細胞浸潤は主に CD3+T細胞（矢印）によるものである。写真倍率は
58倍、拡大写真は 101 倍。12匹の野生型 C57BL/6 マウスと 17匹の Jα18KOマウス
のうち、代表的な標本を示す。（C） 感染 1 ヶ月後の Jα18KOマウスでは病理組織
にピクロシリウスレッド染色で大きな線維性病変を認めた（矢頭）が野生型 C57BL/6
マウスでは見られなかった。倍率は 23倍。8 匹の野生型 C57BL/6 マウスと 13匹の
Jα18KOマウスのうち、代表的な標本を示す。 
 
図 10 TMEVを感染させたマウスの心臓超音波検査画像およびヘマトキシリン
エオジン染色（H & E）、ピクロシリウスレッド染色（SR）による心臓病理所見を
示す。（A） Jα18KO マウスの心臓超音波検査画像（左）およびその模式図（中央）
を示した。画像は心臓短軸像乳頭筋（PM）レベルである。TMEV感染した野生型
C57BL/6 マウスと Jα18KOマウスの一部は心室中隔（IVS）や左室壁（LVW）に高
エコー病変（矢印、矢頭）を認めた。（B）グラフは高エコー病変の発生率を野生
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型 C57BL/6 マウス（Wild-type）と Jα18KOマウス（Jα18KO）で比較したものである。
感染 28日後において、高エコー病変は Jα18KOマウスにおいて有意に多く認められ
た（P<0.01, χ2検定）。（C） 同一の Jα18KOマウスで得られた心臓超音波検査画像
（左端）とヘマトキシリンエオジン染色による病理組織標本（中央左、合成像）の
比較において、心臓超音波検査における高エコー病変（黄矢印）はヘマトキシリン
エオジン染色での病変（四角内）と一致していた。中央右の画像は病変部の拡大（倍
率 56倍）である。線維化、石灰化、好塩基性変性（basophilic degeneration）を有す
る病変を認めた（矢頭）。また、右端のピクロシリウスレッド染色では同部位の線
維化を認めている（矢頭）。 
 
 図 11 TMEVに感染させた野生型 C57BL/6 マウス（Wild-type, 白抜き）と Jα18KO
マウス（Jα18KO, 黒塗り）の心臓でのウイルス増殖をリアルタイム PCR で定量した。
感染 4日後のウイルス RNA量は野生型 C57BL/6 マウスより Jα18KOマウスが有意
に多かった（P<0.05，マン・ホイットニーU検定）。ウイルスゲノムは TMEVのウ
イルス構造蛋白である VP2 に対するプライマーを用いて定量し、コントロールとし
てハウスキーピング遺伝子である Gapdを定量した。ひとつのマウスグループは 3
匹から 10匹のマウスより構成された。N.D.は検出できなかったことを示す。 
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図 12 腹腔内投与による TMEV感染後の野生型 C57BL/6 マウス（Wild-type）と
Jα18KOマウスの液性免疫反応を比較した。Jα18KOマウス（Jα18KO, 黒丸）の抗
TMEV IgG抗体は感染 1週間後（A）および 1ヶ月後（B）において野生型 C57BL/6
マウス（白丸）に比べて有意に高値であった（P<0.05、スチューデント t 検定）。血
清抗 TMEV抗体は ELISA 法で定量した。結果は平均±標準誤差で示されており、ひ
とつのマウスグループは 6から 7匹のマウスで構成されている。  
 52 
 
X. 表 
表 1 TMEV DAウイルスを頭蓋内感染させた 1週間後の脊髄の pathology score1 
 野生型 C57BL/6 マウス Jα18KO マウス t検定（P） 
Overall pathology
1
 15.0±5.4 13.9±3.2 0.80 
Meningitis
1
 12.5±4.3 11.0±2.2 0.81 
Perivascular cuffing
1
 2.5±1.1 2.9±1.0 0.81 
1
 平均スコア±標準誤差 
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表 2  GDVIIウイルス感染 1での野生型 C57BL/6マウスと J18KOマウスの 
 死亡率および平均生存日数 
PFU
2
 
野生型 C57BL/6 マウス  J18 KOマウス 
死亡率 3 平均生存日数 4  死亡率 平均生存日数 
1,000 6 / 6 5.4  0.3  10 / 10 5.4  0.4 
100 4 / 4 6.0  0.4  8 / 8 6.0  0.5 
10 11 / 11 6.8  0.4  8 / 8 7.9  0.5 
1 5 / 6 8.0  1.0  5 / 8 8.7  0.3 
0.1 0 / 5 N/A
5
  0 / 10 N/A 
1
 TMEV GDVIIウイルスを頭蓋内投与で感染させた 
2
 投与されたウイルスの PFU （Plaque forming units、プラーク形成単位） 
3
 死亡したマウス数 / 感染させたマウス数 
4
 感染後の平均生存日数±標準誤差 
5
 N/A、該当無し 
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表 3  TMEV 感染した 3つのマウス種における NKT 細胞の異なる役割 1 
方法 マウス種 MHC2 脱髄 
GDVII 
ウイルス脳炎 
心筋炎 参考文献 
Vα14 抗体 3 SJL/J H2s 防御的 防御的 役割なし Tsunoda27) 
CD1dKO
4
 BALB/c H2
d
 防御的 防御的 役割なし Tsunoda8) 
Jα18 KO5 C57BL/6 H2b 役割なし 悪化させる 防御的 本研究 
1
 マウスは TMEV DAウイルスまたは GDVIIウイルスに感染させた 
2
 主要組織適合遺伝子複合体（MHC）のハプロタイプ 
3
 抗 Vα14抗体を投与し Vα14を発現する NKT細胞を欠失させた 
4
 CD1d 拘束性 NKT 細胞が欠損した KOマウス 
5
 Vα14Jα18を発現する NKT 細胞が欠損した KOマウス 
TMEV 
野生型C57BL/6マウス 
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Jα18KOマウス 
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